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４００ 瞯

Ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｇｒａｓｓｌａｎｄｓ ｉｎ ａ Ｃｈａｎｇｉｎｇ Ｗｏｒｌｄ

Ｖｏｌｕｍｅ Ⅱ

ＩＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ａｌｆａｌｆａ ｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｃｏｍｍｏｎ ｌｅａｆｓｐｏｔ
Ｗ ａｎ ｇ Ｙ ｕ Ｙ ｕａｎ Ｑｉｎ ｇ‐ｈｕａ 倡 Ｌ ｉ Ｘ ｉａｎ ｇ‐ｌｉｎ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏ ｆ Ａ ｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ， ＣＡ Ａ Ｓ ， Ｂｅｉ ｊ ｉｎｇ １０００９４ ， Ｃｈｉｎａ
倡
Ｃｏｒｒｅｓ ｐ ｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ ． Ｅ‐ｍａｉｌ ａｄｄｒｅｓｓ ： ｙ ｕａｎｑ ｉｎｇｈｕａ＠ ｈｏｔｍａｉｌ ．ｃｏｍ
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ ： ａｌｆａｌｆａ ，ｃｏｍｍｏｎ ｌｅａｆｓｐｏｔ ，ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ ，ｂｕｌｋｅｄ ｓｅｇｒｅｇａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＢＳＡ ） ，ＩＳＳＲ
Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｃｏｍｍｏｎ ｌｅａｆｓｐｏｔ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ Ｐｓｅｕｄｏ ｐ ｅｚ ｉｚ ａ ｍｅｄｉｃａｇ ｉｎｉｓ （ Ｌｉｂ ．） Ｓａｃｃ ． ｉｓ ａ ｗｏｒｌｄｗ ｉｄｅ ｓｅｖｅｒｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ． Ｔ ｈｅ
ｅｍｐｌｏｙｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｉｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｐｒｅｖｅｎｔ ｔｈｅ ｏｕｔｂｒｅａｋ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ， ａｎｄ ｉｔｓ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｉｓ ｏｆ ｇｒｅａｔ
ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ． Ａｓ ａｎ ａｉｄ ｔｏ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ， ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｓ ｗ ｅｌｌ‐ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ， ｗ ｉｔｈ ｗ ｈｉｃｈ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｃａｎ ｂｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ． Ｔ ｈｅ ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ
ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｔｏ ｓｅｌｅｃｔ ｓｅｖｅｒａｌ ＩＳＳＲ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃｏｍｍｏｎ ｌｅａｆｓｐｏｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ， ａｎｄ ｅｘｐｅｃｔ ｔｏ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ‐ａｓｓｉｓｔｅｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ｉｎ ｆｕｔｕｒｅ ．
Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｎｄ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｌｉｎｅｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ａｌｆａｌｆａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ — Ｉｒｏｑｕｏｉｓ ， Ｓａｒａｎａｃ ， Ｓｈａｈｅ ， Ｊｉｎｇｙａｎｇ ａｎｄ Ｓｈａｗ ａｎ
ｗ ｅｒｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｂｙ Ｙｕａｎ Ｑｉｎｇ‐ｈｕａ （ ２００３ ） ． Ｆｏｒ ｅｖｅｒｙ ｃｕｌｔｉｖａｒ ， １０ ｈｉｇｈｌｙ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ａｎｄ １０ ｈｉｇｈｌｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓ ｗ ｅｒｅ
ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｆｕｎｇａｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔｓ ． Ｗｉｔｈ ＤＮＡ ｅｘ ｔｒａｃｔｉｏｎ ， ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｎｄ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ ｏｆ ｅｖｅｒｙ
ｃｕｌｔｉｖａｒ ｗ ｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｅｑｕａｌｌｙ ｍｉｘｅｄ ｆｉｖｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｍｉｘｔｕｒｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ＤＮＡ ｐｏｏｌ ． Ｕ ｓｉｎｇ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｍｅｔｈｏｄ ， ａ ｍｉｘ ｔｕｒｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ＤＮＡ ｐｏｏｌ ｗ ａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ． ６５ ＩＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗ ｅｒｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｓｅｌｅｃｔｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍａｒｋｅｒｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃｏｍｍｏｎ ｌｅａｆｓｐｏｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ， ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｗ ｉｔｈ ＢＳＡ （ Ｍ ｉｃｈｅｌｍｏｒｅ ＲＷ ｅｔ ａｌ ． １９９１） ． ＩＳＳＲ
ｐｒｉｍｅｒｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂａｎｄ ｂｅｔｗ ｅｅｎ ｔｈｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ＤＮＡ ｐｏｏｌ ａｎｄ ｍｉｘｔｕｒｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ＤＮＡ ｗ ｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ
ｔｈｅｎ ｗ ｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｂｅｔｗ ｅｅｎ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂａｎｄｓ ａｐｐｅａｒｅｄ ｉｎ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ
ｏｆ ｆｉｖｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｗ ｅｒｅ ｃｕｔ ｆｒｏｍ ２ ．０％ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ， ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｗ ｉｔｈ Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ ．２ ．０ （ Ｔ ａＫａＲａ） ， ｃｌｏｎｅｄ
ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｅｌｅｖｅｎ ＩＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂａｎｄｓ ｂｅｔｗ ｅｅｎ ｍｉｘｔｕｒｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ ， ｆｏｕｒ ｏｆ ｗ ｈｉｃｈ
ｓｔｉｌｌ ａｐｐｅａｒｅｄ ｉｎ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｏｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ ｏｆ ａｔ ｌｅａｓｔ ｔｈｒｅｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ． Ｔ ｈｅ ｆｏｕｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｗ ｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ
ｃｏｍｍｏｎ ｌｅａｆｓｐｏｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ． Ｔ ｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｉｔｓ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗ ｅｒｅ ｓｈｏｗ ｎ ｉｎ
Ｔ ａｂｌｅ １ ． Ｐｒｉｍｅｒ ２２ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｔｗｏ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂａｎｄｓ ｉｎ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ａｌｆａｌｆａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ （ Ｆｉｇｕｒｅ １ ） ． Ｐｒｉｍｅｒ ６
ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｏｎｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂａｎｄ ｉｎ ｆｉｖｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒ ８３４ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｏｎｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂａｎｄ ｉｎ ｔｈｒｅｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ ．
Ｔａｂｌｅ １ Ｔ ｈｅ ｓｅｑ ｕｅｎｃｅ ｏ ｆ ＩＳ ＳＲ ｐ ｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｐ ｒｏｄｕｃｔｓ ．
Ｐｒｉｍｅｒ
６

２２
８３４

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
（ ５ ‐３ ）

（ ＡＣ） ８ ＴＣ
（ ＴＣ） ８ ＣＣ

（ ＡＧ ） ８ Ｙ Ｔ

Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ
ｂａｎｄ
６３６ ｂｐ
４５０ ｂｐ
６７３ ｂｐ
—

Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｂａｎｄ
—
—
—
４４６ ｂｐ

Ｆｉｇｕｒｅ １ Ａ ｍ ｐ ｌｉ ｆ ｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏ ｆ Ｐｒｉｍｅｒ ２２ ｉｎ ｓｕｓｃｅ ｐ ｔｉｂｌｅ ａｎｄ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｄ Ｎ Ａ ｐ ｏｏｌｓ ｏ ｆ ｆ ｉｖｅ ａｌ ｆ ａｌ ｆ ａ ｃｕｌｔｉｖ ａｒｓ ．

Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ Ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｇｅｎｅｔｉｃ ｎａｔｕｒｅ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ， ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｔｈｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ＤＮＡ ｐｏｏｌ ａｎｄ ｍｉｘｔｕｒｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ＤＮＡ ｐｏｏｌ ｏｆ ｆｉｖｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｉｓ ｎｅｃｅｓｓａｒｙ ． Ｔ ｈｅ ｆｏｕｒ ＩＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ｍａｙ ｂｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ ｃｏｍｍｏｎ ｌｅａｆｓｐｏｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｇ ｅｎｅ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ． Ｔｏ ｔｅｓｔ ｔｈｅ ｌｉｎｋａｇｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗ ｅｅｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ， ａ ＢＣ１ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ． Ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｌｉｎｋｅｄ ＩＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ， ＳＣＡＲ （ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｇｉｏｎ） ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ
ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｔｏ ｅｎｓｕｒｅ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ．
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ
Ｙｕａｎ Ｑｉｎｇ‐ｈｕａ ， Ｚｈａｎｇ Ｗｅｎ‐ｓｈｕ ， ２００３ ． Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ｔｏ Ｐｓｅｕｄｏ ｐ ｅｚ ｉｚ ａ Ｍｅｄｉｃａｇ ｉｎｉｓ ｂｙ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｌｅａｆ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｆｉｅｌｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｎｔｓ ． Ａｃｔａ Ａｇｒｅｓｔｉａ Ｓｎｉｃａ ． １１（ ３） ：２０５‐２０９ ．
Ｍ ｉｃｈｅｌｍｏｒｅ ＲＷ ， Ｐａｒａｎ Ｉ ， Ｋｅｓｓｅｌｉ ＲＶ ． １９９１ ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒｓ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｂｕｌｋｅｄ ｓｅｇｒｅｇａｔｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ：Ａ ｒａｐｉｄ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｏｍｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓ ｕｓｉｎｇ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ． Ｐｒｏｃ ｎａｔｌ Ａ ｃａｄ Ｓｃｉ
ＵＳＡ ， ８８ ：９８２８‐９８３２ ．
Ｇｒａｓｓｌａｎｄｓ／ Ｒａｎｇｅｌａｎｄｓ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍｓ ——— Ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ Ｉｍｐｒｏｖｅｄ Ｐｌａｎｔｓ

